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Selektion von monokionalen Antikorpern 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektion von monokionalen 
Antikorpern sowie hierfur verwendbare Mittel. 

Die Herstellung von monokionalen Antikorpern beruht auf einem von Kdhler und 
Milstein entwickelten Verfahren. Nach diesem Verfahren werden B-Lymphozyten 
mit Myelomzellen fusioniert, wodurch Antikorper-produzierende Hybridomzellen 
erhalten werden. Ein solches Verfahren weist grofte Nachteile auf. Insbesondere 
ist es aufwendig Antikorper zu selektionieren, da dies eine getrennte Kultivierung 
von Hybridomzellen erfordert. Letzteres fuhrt auch dazu, daft nur eine begrenzte 
Zahl von Hybridomzellen erfaftt und somit auch nicht alle Antikorper selektioniert 
werden konnen, was insbesondere nachteilig ist, wenn Antikorper mit hochster 
Affinitat fur ein Antigen selektioniert werden sollen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem monoklonale Antikorper hergestellt werden konnen, wobei 
vorstehende Nachteile vermieden werden. 



Erfindungsgemaft wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, date 
monoklonale Antikorper auf der Zelloberflache von Hybridomzellen mittels eines 
Antikorper-Bindeproteins prasentiert werden konnen. Er hat erkannt, daft hiermit 
monoklonale Antikorper selektioniert werden konnen, ohne daft Hybridomzellen 
getrennt kultiviert werden mussen. Auch hat er erkannt, daft die Selektion von 
monokionalen Antikorpern sowohl gegenuber einem bestimmten als auch vielen 
(un)bestimmten Antigenen einer Antigen-Bibliothek erfolgen kann. Ferner hat er 
erkannt, daft die Selektion von monokionalen Antikorpern auch hinsichtlich ihrer 
Affinitatsstarke zu bestimmten Antigenen erfolgen kann. 
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ErfindungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein Verfahren 
zur Selektion von monoklonalen Antikdrpern bereitzustellen. Ein solches Ver- 
fahren umfafct die Fusionierung von B-Lymphozyten mit Myelomzellen zu Anti- 
korper-produzierenden Hybridomzellen, wobei die Antikorper auf der Zellober- 
flache der Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bindeproteins prasentiert wer- 
den, und die Bindung der Antikorper an Antigene. 

Der Ausdruck "B-Lymphozyten" umfalSt B-Lymphozyten jeglicher Art und Ab- 
stammung. Auch konnen es Vorstufen von B-Lymphozyten sein. Ferner konnen 
die B-Lymphozyten von Tieren, wie Mausen, Ratten, Kaninchen, etc., oder dem 
Menschen stammen. Desweiteren konnen die B-Lymphozyten von einem gesun- 
den oder kranken Organismus stammen. Gunstig ist es, wenn sie von einem 
immunisiertem Organismus stammen. Besonders gunstig ist es, wenn die B- 
Lymphozyten fur humane Antikorper oder Teile davon kodieren. Handelt es sich 
um B-Lymphozyten aus Tieren, ist dies erreichbar, indem die Tiere fur die huma- 
nen Antikorper bzw. Teile davon transgen sind. Die Herstellung solcher Tiere 
kann durch ubliche Verfahren erfolgen, wobei sich anbietet, die Gene fur die 
humanen Antikorper die Teile davon in embryonale Stammzellen einzufiihren, 
aus denen dann die Tiere generiert werden. Die Bereitstellung von B-Lympho- 
zyten und ihren Vorstufen kann durch ubliche Verfahren erfolgen. 

Der Ausdruck "Myelomzellen" umfalSt Myelomzellen jeglicher Art und Abstam- 
mung. Auch konnen es Vorlaufer von Myelomzellen sein. Ferner konnen die 
Myelomzellen von Tieren, wie Mausen, Ratten, Kaninchen, etc., oder dem Men- 
schen stammen. Bevorzugte Myelomzellen sind Abkommlinge der Maus-Stamme 
P3K, P3-X63.Ag8, X63.Ag8.653, NSO/1, Sp2/0-Ag14 und FO, der Ratten- 
Stamme Y3-Ag1 .2.3, YB2/0 und IR9834, und der menschlichen Stamme U266, 
SK007 und Karpas 707. Die Bereitstellung von Myelomzellen und ihren Vor- 
stufen kann durch ubliche Verfahren erfolgen. 



Der Ausdruck "Antikorper-produzierende Hybridomzellen" umfafct Zellen, die 
durch Fusion von B-Lymphozyten und Myelomzellen entstehen und Antikorper 
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produzieren. Es wird auf die Ausfuhrungen hinsichtlich B-Lymphozyten und 
Myelomzellen entsprechend verwiesen. Hybridomzellen konnen tierische und/- 
oder menschliche Nukleinsauren bzw. Proteine aufweisen. Die Kultivierung von 
Hybridomzellen kann durch ubliche Verfahren erfolgen. Ferner kann es gunstig 
sein, wenn die Hybridomzellen Rekombinasen, z.B. Rag1 oder Rag2, und/oder 
Mutasen (uber)exprimieren. Solches kann durch Transfektion der Hybridomzellen 
mit entsprechenden Expressionsvektoren erreicht werden. Der Fachmann kennt 
solche Expressionsvektoren. 

Der Ausdruck "Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzellen" betrifft jegliches 
Verfahren, mit dem diese Zellen fusioniert werden konnen. Gunstig ist ein 
Verfahren, bei dem die Zellen tiber Polyethylenglykol fusioniert werden. Es wird 
auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Bindung der Antikorper an Antigene" betrifft jegliches Verfahren, 
mit dem die auf der Zelloberflache der Hybridomzellen exprimierten Antikorper 
an Antigene binden konnen. Die Antigene konnen an Tragern, z.B. Magneto- 
beads, gebunden sein. Ferner konnen sie markiert, z.B. fluoreszenzmarkiert, sein. 
Als Fluoreszenzmarker bieten sich z.B. FITC, TRITC, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 und 
Phycoerythrin an. Desweiteren konnen die Antigene an Biotin gekoppelt sein. 
Gebundene Antigene konnen dann durch ubliche Verfahren, z.B. FACS-Analyse, 
nachgewiesen werden, wodurch auch die entsprechenden Antikorper detektiert 
werden. Es wird auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Antikorper-Bindeprotein" umfafct jegliches Protein, das einen 
Antikorper binden und an der Zelloberflache von Hybridomzellen prasentieren 
kann. Insbesondere kann das Protein ein Signalpeptid, eine von der Spezifitat 
des Antikorpers unabhangige Antikorper-Bindestelle und einen Membrananker 
aufweisen. Beispiele fur ein solches Protein sind natiirliche Fc-Bindeproteine, wie 
CD16, CD32 und CD64. Ferner kann das Protein eine Kombination aus einem 
Signalpeptid, einer Antikorper-Bindestelle und einem Membrananker aufweisen, 
die in der Natur nicht vorkommt. Eine solche Kombination kann Teile naturlicher 
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Fc-Bindeproteine umfassen. Ferner kann sie als Signalpeptid ein solches einer 
Maus-lg-Kappa-Kette oder eines Maus-MHC-Klasse I k(k)-Molekuls, als Mem- 
brananker eine Transmembran-Domane von PDGRF oder CD52 und als Antikor- 
per-Bindestelle eine Antigen-Bindungsdomane eines bakteriellen Proteins, wie 
Protein A, Protein G, Protein L oder Protein LG, aufweisen. Gunstig kann es sein, 
wenn die Kombination mehrere Signalpeptide, Antikorper-Bindestellen und/oder 
Membrananker aufweist. Besonders gunstig kann es sein, wenn das Antikorper- 
Bindeprotein, insbesondere die Antikorper-Bindungsdomane der bakteriellen 
Proteine Codons aufweist, die fur die Expression in Saugetierzellen optimiert 
sind. Der Fachmann weifc, um welche Codons es sich hier handelt. 

Bevorzugte Antikorper-Bindeproteine sind in den Figuren 1-3 angegeben. Das 
Antikorper-Bindeprotein von Fig. 1 umfafct das Signalpeptid eines Maus-MHC- 
Klasse I k(k)-Molekuls, vier Antikorper-Bindungsdomanen des Proteins L und die 
Transmembran-Domane von CD52. Die DNA- und Aminosauresequenzen des 
Antikorper-Bindeproteins sind zwischen den Nukleotid-Nummern 682-1782 
angegeben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 2 umfafct das Signalpeptid 
einer Maus-lg-Kappa-Kette, zwei Antikorper-Bindestellen des Proteins G und die 
Transmembran-Domane von CD52. Die DNA- und Aminosauresequenzen des 
Antikorper-Bindeproteins sind zwischen den Nukleotid-Nummern 647-1420 
angegeben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 3 umfa&t das Signalpeptid des 
Maus-MHC-Klasse I k(k)-Molekuls, zwei Antikorper-Bindestellen des Proteins G 
und die Transmembran-Domane von PDGFR. Die DNA- und Aminosauresequen- 
zen des Antikorper-Bindeproteins sind zwischen den Nukleotid-Nummern 682- 
1431 angegeben. Die Antikorper-Bindestellen allerdrei Antikorper-Bindeproteine 
weisen auf DNA-Ebene Codons auf, die fur die Expression in Saugetierzellen 
optimiert sind. 

Ein Antikorper-Bindeprotein der Figuren 1, 2 bzw. 3 kann eine Aminosaure- 
sequenz aufweisen, die sich durch ein oder mehrere Aminosauren von der 
Aminosauresequenz in den Figuren 1, 2 bzw. 3 unterscheidet. Die Unterschiede 
konnen in Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen von 
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einzelnen Aminosauren liegen. Allerdings hybridisiert die DNA dieses Antikorper- 
Bindeproteins mit der in den Figuren 1, 2 bzw. 3 angegebenen DNA. Der Aus- 
druck "Hybridisierung" weist auf eine Hybridisierung unter ublichen Bedingun- 
gen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, hin. Ferner weist 
das Antikorper-Bindeprotein mit der veranderten Aminosauresequenz Gesamt- 
bzw. Teilfunktionen auf, die mit jenen des Antikdrper-Bindeproteins der Figuren 
1, 2 bzw. 3 vergleichbar sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, die fur 
ein vorstehendes Antikorper-Bindeprotein kodiert. Die Nukleinsaure kann eine 
RNA oder eine DNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgendes umfalSt: 

(a) Die DNA eines Antikdrper-Bindeproteins der Figuren 1 , 2 bzw. 3, eine sich 
hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterscheidende DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten genetischen Code ver- 
wandte DNA. 

Der Ausdruck "eine sich durch ein oder mehrere Basenpaare unterscheidende 
DNA" umfafct jegliche fur ein Antikorper-Bindeprotein der Figuren 1, 2 bzw. 3 
kodierende DNA, die mit der DNA der Fig. 1, 2 bzw. 3 hybridisiert. Die Unter- 
schiede konnen in Additionen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversionen 
von einzelnen Basenpaaren liegen. Hinsichtlich des Ausdrucks "Hybridisierung" 
wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 

Eine erfindungsgemafce DNA kann als solche oder in Kombination mit jeglicher 
anderen DNA vorliegen. Insbesondere kann eine erfindungsgemafce, fur ein 
Antikorper-Bindeprotein kodierende DNA in einem Expressionsvektor vorliegen. 
Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors 
fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b und pQE-8. 
Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadl zu nennen, wahrend fur 
die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, pCDM8 und pCEV4 
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anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der 
Bacculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann weifc, in welcher Weise die erfindungsgemafce DNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden mulS. Ihm ist auch bekannt, dafc diese DNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so da& die erfindungsgemafce DNA in Form eines Fu- 
sionsproteins exprimiert werden kann. 

Bevorzugte Expressionsvektoren, die eine erfindungsgemaSe DNA enthalten, 
sind in den Figuren 1-3 angegeben. Es handelt sich um die Expressionsvektoren 
pSEX1 1 L4, pSEX1 1 G2* und pSEX1 5G2. Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche 
Sammelung fur Mikroorganismen und Zellkulturen) am 14. Dezember 1998 
hinterlegt. Im einzelnen wurde pSEX1 1 L4 unter DSM 1 2580, pSEX1 1 G2* unter 
DSM 12581 und pSEX15G2 unter DSM 12582 hinterlegt. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um die erfindungsgemafte, in einem 
Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme XL-1 Blue, Top 10 F, HB101, DH5alpha, x1776, 
JM101, JM 109, BL21 und SG 13009, die Hefe-Stamme Saccharomyces 
cerevisiae und Pichia pastoris, die tierischen Zellen L, NIH 3T3, FM3A, CHO, 
COS, Vero, HeLa, Myelom- und Hybridomzellen sowie die Insektenzellen sf9. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. transfizierte 
Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfin- 
dungsgemaSe DNA exprimierte Protein bzw. Fusionsprotein zu isolieren und zu 
reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
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Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 
sions)protein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Ei der Tiere erhalten werden. Fur den monoklonalen 
Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit. Ein solcher 
umfafct eine oder mehrere der folgenden Komponenten: 

(a) eine erfindungsgemafte DNA, 

(b) eine eine erfindungsgemafte DNA exprimierende Zelle, 

(c) ein erfindungsgemafces Antikorper-Bindeprotein, 

(d) einen erfindungsgemaften Antikorper, sowie 

(e) ubliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmittel, Kontrollen, Marker, 
Nachweisreagentien fur die Komponenten (a) - (d) 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere Vertreter 
vorliegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird auf vorstehende Ausfuhrun- 
gen verwiesen. Diese gelten hier entsprechend. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daG von Hybridomzellen 
produzierte Antikorper auf der Zelloberflache der Hybridomzellen prasentiert 
werden. Dies erfolgt uber ein Antikorper-Bindeprotein. Ein solches kann uber die 
zur Herstellung der Hybridomzellen verwendeten Myelomzellen in die Hybridom- 
zellen eingefuhrt werden. Ferner kann das Antikorper-Bindeprotein uber einen es 
kodierenden Expressionsvektor in die Hybridomzellen eingefuhrt werden. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Antikorper zu selektionieren. Dies 
kann ohne grofcen Aufwand erfolgen, da Hybridomzellen nicht getrennt kultiviert 
werden mussen. Vielmehr konnen komplexe Gemische von Hybridomzellen 
unmittelbar zur Selektion von Antikorpern verwendet werden. Ferner konnen 
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Antikorper hinsichtlich ihrer Affinitatsstarke zu bestimmten Antigenen selektio- 
niert werden. Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung Antikorper von 
Hybridomzell-Bibliotheken nicht nur gegenuber einem bestimmten Antigen, 
sondern auch gegenuber vielen (un)bestimmten Antigenen von Antigen-Biblio- 
theken zu selektionieren. 

Somit liefert die vorliegende Erfindung ein Mittel, mit dem u.a. die gro&en Zeit- 
und Kosten-Probleme vermieden werden konnen, die bei der Selektion von 
monoklonalen Antikorpern bisher auftraten. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 zeigt den erfindungsgemafcen Expressionsvektor pSEX11L4 (Fig. 

1(A)), der fur ein Antikorper-Bindeprotein kodiert (Fig. 1(B)). Es 
wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 

Fig. 2 zeigt den erfindungsgema&en Expressionsvektor pSEX1 1G2* (Fig. 

2(A)), der fur ein Antikorper-Bindeprotein kodiert (Fig. 2(B)). Es 
wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 

Fig. 3 zeigt den erfindungsgema&en Expressionsvektor pSEX15G2 (Fig. 

3(A)), der fur ein Antikorper-Bindeprotein kodiert (Fig. 3(B)). Es 
wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 



Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1: Herstellung von Myelomzellen, die ein Antikorper-Bindeprotein auf 
ihrer Zellob rflache exprimieren. 

(A) Transiente Expression 

Es werden Zellen der Myelomzellinie X63-Ag8.653 verwendet. Diese Zellen 
(10 7 ) werden mit 20-40 fjg des erfindungsgemafcen Expressionsvektors 
pSEX11G2* (vgl. Fig. 2) transfiziert. Als Transfektionstechnik wird eine Elek- 
troporation durchgefuhrt, die zwei Pulse zu 2 ms bei 500 V umfaftt. Die Zellen 
werden 48 h in RPMI-Medium, das 10 % FCS enthalt, bei 37 °C und 5-7,5 % 
Co 2 inkubiert. Danach werden die Zellen mit kaltem DPBS + 0.1 % Na-Azid 
gewaschen, bevor sie 45 min bei 0°C mit DPBS + 0. 1 % Na-Azid plus 25 yi/g/ml 
Ziege anti-Kalb Antikdrper (FITC markiert; GAB-FITC, Dianova) inkubiert werden. 
Nach Waschen mit DPBS + 0.1 % Na-Azid werden die Zellen in DPBS + 0.1 % 
Na-Azid + 1 //g/ml Propidium-Jodid inkubiert und nach Anregung mit Blaulicht 
einer FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, daG die transfizierten Myelomzellen eine grune Fluoreszenz auf- 
weisen, die durch die transiente Expression eines Antikorper-Bindeproteins auf 
der Zelloberflache der Myelomzellen bedingt ist. 

(B) Stabile Expression 

Die unter (A) erhaltenen Myelomzellen werden einer 14-24 tagigen G418-Selek- 
tion unterzogen, bevor sie, wie unter (A) beschrieben, mit GAB-FITC inkubiert 
und einer FACS-Analyse unterzogen werden. Myelomzellen, die eine starke 
griine Fluoreszenz aufweisen, werden weiteren G41 8-Selektionsrunden unter- 
zogen. 

Es wird die Myelomzelline X63-Ag8.653.3 erhalten, die stabil ein Antikorper- 
Bindeprotein auf ihrer Zelloberflache exprimiert. 
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Beispiel 2: Herstellung von Hybridomzellen, die auf ihrer Zelloberflache Anti- 
korper mittels eines Antikorper-Bindeproteins exprimieren. 

(A) 

Es werden 10 Balb/c-Mause subkutan mit je 100 /jg abgetdteten Helicobacter 
pylori Bakterien in komplettem Freund'schen Adjuvans, das abgetotete Myco- 
bacter tuberculosis Bakterien enthalt, immunisiert. Nach 4 bzw. 7 Wochen 
erfolgt jeweils eine intraperitoneale Booster-lnjektion mit 1 00/yg abgetoteter Heli- 
cobacter pylori-/Mycobacter tuberculosis-Bakterien. Den Mausen werden vor 
jeder Immunisierung bzw. nach der letzten Immunisierung jeweils 1 00 pi Blutse- 
rum entnommen und im Westernblot wird die Antigenspezifische Immunantwort 
der Maus uberpriift. Als Antigen wird ein AufschluG von bakteriellem Gesamt- 
protein von Helicobacter pylori bzw. Mycobacter tuberculosis verwendet. Der 
Nachweis gebundener Maus-Antikorper wird durch einen Peroxidase-konjugierten 
Ziege anti-Maus-Antikorper (Dianova) gefuhrt. Mausen mit einer deutlichen 
Antigen-spezifischen Immunantwort wird die Milz entnommen und die Lympho- 
zyten werden mit Zellen der Myelomzelline X63-Ag8.653.3 von Beispiel 1 (B) 
fusioniert. Die Fusion erfolgt durch Polyethylenglykol (vgl. Goding, J.W., Cell 
Biology, Biochemistry and Immunology, 3. Auflage, (1996), Verlag Accademic 
Press Limited, 24-28). Es werden Hybridomzellen erhalten. Diese werden 10-12 
Tage in HAT-Medium bei 37°C inkubiert. Es wird die Hybridomzell-Bibliothek 2A 
erhalten. 

Es werden Hexapeptide mit N-terminalem Biotin synthetisiert. Die Peptide 
entsprechen den 6C-terminalen Aminosauren von 101 bzw. 1 18 Genprodukten 
von Helicobacter pylori bzw. Mycobacter tuberculosis. Ferner werden 1 0 3 Zellen 
der Hybridomzell-Bibliothek 2A mit kaltem DPBS + 0,1 % Na-Azid gewaschen 
und 45 min bei 0°C mit DPBS + 0,1 % Na-Azid + 10//g/ml der vorstehenden 
Biotin-markierten Peptide inkubiert. Die Zellen werden mit kaltem DPBS + 0,1 
% Na-Azid gewaschen und 45 min bei 0°C mit 10/;g/ml Steptavidin-FITC 
inkubiert. Nach Waschen mit DPBS + 0,1 % Na-Azid werden die Zellen in DPBS 
+ 0,1 % Na-Azid + 1//g/ml Propidium-Jodid inkubiert und nach Anregung mit 
Blaulicht einer FACS-Analyse unterzogen. 
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Es zeigt sich, daft die Hybridomzellen eine griine Fluoreszenz aufweisen. Diese 
Fluoreszenz ist durch die Expression von Antikorpern auf der Zelloberflache der 
Hybridomzellen bedingt. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigen, daft die Anti- 
korper eine anti-Helicobacter pylori- bzw. Mycobacter tuberculosis-Aktivitat 
aufweisen. 

(B) 

Es werden Zellen der Hybridomzellinie U98/6, die einen Maus-anti-Urokinase- 
Antikorper produzieren, verwendet. Diese Zellen (10 7 ) werden mit 20-40//g 
des erfindungsgemaften Expressionsvektors pSEX1 1G2* (vgl. Fig. 2) transfiziert. 
Als Transfektionstechnik wird eine Elektroporation durchgefuhrt, die zwei Pulse 
zu 2 ms bei 400 V umfaftt. Die Zellen werden 48 h in inkomplettem AIM V- 
Medium bei 37°C und 5-7,5 % Co 2 inkubiert. Danach werden die Zellen mit 
kaltem DPBS + 0.1 % Na-Azid gewaschen, bevor sie 45 min bei 0°C mit DPBS 
+ 0.1 % Na-Azid + 10 //g/ml Urokinase-Biotin inkubiert werden. Nach Wa- 
schen mit DPBS + 0.1 % Na-Azid werden die Zellen in DPBS + 0.1 % Na-Azid 
+ 10 //g/ml Streptavidin-FITC inkubiert und nach Anregung mit Blaulicht einer 
FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, daft die transfizierten Hybridomzellen eine griine Fluoreszenz auf- 
weisen. Diese Fluoreszenz ist durch die Expression von Antikorpern auf der 
Zelloberflache der Hybridomzellen bedingt. Weiterfuhrende Untersuchungen 
zeigen, daft die Antikorper eine anti-Urokinase-Aktivitat aufweisen. 

Die erhaltenen Hybridomzellen werden einer 14-24 tagigen G41 8-Selektion 
unterzogen, bevor sie erneut, wie vorstehend beschrieben mit Urokinase-Biotin 
und Streptavidin-FICS inkubiert und einer FACS-Analyse unterzogen werden. 
Hybridomzellen, die eine starke grune Fluoreszenz aufweisen, werden weiteren 
G41 8-Selektionsrunden unterzogen. 

Es wird die Hybridomzelline U98/6.3.3 erhalten, die stabil Antikorper auf ihrer 
Zelloberflache exprimiert. 
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Beispiel 3: Selektion von monoklonalen Antikdrpern, die mittels eines Antikor- 
per-Bindeproteins auf der Zelloberflache von Hybridomzellen ex- 
primiert werden. 

10 3 Zellen der Hybridomzellinie U98/6.3.3 von Beispiel 2 (B) werden mit 10 7 
Zellen der Hybridomzellinie DOB.L1 .3 gemischt. Letztere Hybridomzellinie produ- 
ziert einen den C-Terminus der humanen HLA-DO-G-Kette erkennenden Antikor- 
per. Dieser wird mittels des gleichen Antikorper-Bindeproteins wie in der Hybri- 
domzellinie U98/6.3.3 von Beispiel 2 (B) auf der Zelloberflache exprimiert. Das 
Zellgemisch wird mit kaltem DPBS + 0,1 % Na-Azid gewaschen und 45 min bei 
0°C mit DPBS + 0,1 % Na-Azid + 10/vg/ml Urokinase-Biotin inkubiert. Nach 
Waschen mit DPBS + 0,1 % Na-Azid wird das Zellgemisch in DPBS + 0,1 % 
Na-Azid + 1 0 //g/ml Streptavidin-FITC inkubiert und nach Anregung mit Blaulicht 
in einen FACS-Sorter gegeben. 

Es werden Hybridomzellen mit gruner Fluoreszenz selektioniert. In weiterfuhren- 
den Untersuchungen zeigen diese eine anti-Urokinase-Aktivitat. Es werden die 
Hybridomzellinien U98/6.3.3 S1-S50 erhalten. 

Beispiel 4: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaften Antikorper- 
Bindeproteins 

(A) 

Die DNA von Fig. 1 zwischen den Nukleotid-Nummern 682-1782 wird mit 
BAMHI-Linkern versehen, mit BamHI nachgespalten und in den mit BamHI 
gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es wird das Expres- 
sionsplasmid pQE-8/Antikorper-Bindeprotein erhalten. Ein solches kodiert fur ein 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und dem erfindungs- 
gemafcen Antikorper-Bindeprotein von Fig. 1 (C-Terminuspartner). pQE-8/Anti- 
korper-Bindeprotein wird zur Transformation von E.coli SG 13009(vgl. Gottes- 
man, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien 
werden in einem LB-Medium mit 100/yg/ml Ampicillin und 25/yg/ml Kanamycin 
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kultiviert und 4 h mit 60//M Isopropyl-S-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. 
Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine Lyse der Bakterien 
erreicht, anschlieSend wird mit dem Lysat eine Chromatographie (Ni-NTA-Resin) 
in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qia- 
gen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. Das gebundene Fusions- 
protein wird in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach seiner Neutralisierung wird 
das Fusionsprotein einer 18 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter- 
worfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Kornberg, 
R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, dafc ein erfindungsgemafces Antikorper-Bindeprotein (Fusionspro- 
tein) in hochreiner Form hergestellt werden kann. 

(B) 

10 8 Zellen der in Beispiel 1 (B) erhaltenen Myelomzelllinie X63-Ag8.653.3 
werden mit PBS gewaschen, in PBS + 1 % Tween 20 aufgenommen und auf 
Eis inkubiert. Partikulare Zellbestandteile werden durch Zentrifugation bei 
30.000g abgetrennt und der Uberstand wird auf eine IgG Sepharose Saule (IgG 
Sepharose 6 Fast Flow Lab Pack von Pharmacia) gegeben. Ungebundene Be- 
standteile werden durch Waschen entfernt und das erfindungsgemafte Antikor- 
per-Bindeprotein wird in saurem pH eluiert. 

Nach seiner Neutralisierung wird das Antikorper-Bindeprotein einer 18 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelectrophoreseunterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt 
(vgl. vorstehend). 

Es zeigte sich, daft ein erfindungsgemafces Antikorper-Bindeprotein (Fusions- 
protein) in hochreiner Form hergestellt werden kann. 

Beispiel 5: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaf&en Antikorpers 

Ein erfindungsgema&es Fusionsprotein von Beispiel 4 wird einer 18 % SDS- 
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
Natriumacetat wird eine ca. 41 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in 
Phosphatgepufferter Kochsalzldsung inkubiert. Gel-Stucke werden sedimentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgt, bestimmt wird. Mit 
dem Gel-gereinigten Fusionsprotein werden Tiere wie folgt immunisiert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung werden 35 /jg gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS und 

0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu wird ein erfin- 
dungsgema&es Fusionsprotein von Beispiel 4 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelek- 
trophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter iibertragen (vgl. Khyse- 
Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western 
Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 215-229, 
beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wird das Nitrocellulosefilter eine Stunde bei 
37°C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des 
Kaninchens (1:1 0000 in PBS) . Nach mehreren Waschschritten mit PBS wird das 
Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist 
ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen- 
IgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation bei 
37°C folgen mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieSend die alkalische 
Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung (36//M 5' Bromo-4-chloro- 
3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 
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mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis Banden sichtbar werden. 

Es zeigt sich, daft erfindungsgemafce, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40//g gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS und 
0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
werden erfindungsgemafce, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12/vg gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS und 
0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 
4. Immunisierung ist das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 

Tag 87: Fusion 

Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemafce, monoklonale Antikorper werden nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Selektion von monoklonalen Antikdrpern, umfassend die 
Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzellen zu Antikdrper-produzieren- 
den Hybridomzellen, wobei die Antikorper auf der Zelloberflache der 
Hybridomzellen mittels eines Antikdrper-Bindeproteins prasentiert werden, 
und die Bindung der Antikorper an Antigene. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Antikorper-Bindeprotein ein Si- 
gnalpeptid, eine von der Spezifitat des Antikdrpers unabhangige Antikdr- 
per-Bindestelle und einen Membrananker umfafct. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper-Bindeprotein ein Fc- 
Bindeprotein oder Teile davon umfalSt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper-Bindeprotein eine 
Kombination aus Fc-Bindeproteinen oder Teilen davon umfa&t. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei das Fc-Bindeprotein CD16, 
CD32 oder CD64 ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 2 - 5, wobei das Antikorper-Binde- 
protein eine Antikdrper-Bindungsdomane der Proteine A, G, L oder LG 
umfafct. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper-Bindeprotein eine 
Kombination aus dem Signalpeptid einer Maus-lg-Kappa^Kette oder eines 
Maus-MHC-Klasse I k(k)-Molekuls, einer Antikorper-Bindestelle der Protei- 
ne A, G, L oder LG und der Transmembran-Domane von PDGFR oder 
CD52 umfaBt. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Antikorper-Bindeprotein jenes von 
Fig. 1 , Fig. 2 oder Fig. 3 ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, wobei die Hybridomzellen Rag1 
und/oder Rag2 (uber)exprimieren. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, wobei die Antigene von einer 
Antigen-Bibliothek stammen. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, wobei die Antigene an einen 
Trager gebunden sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, wobei der Trager Magnetobeads umfaGt. 

1 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, wobei die Antigene eine Fluo- 
reszenz- oder Biotinmarkierung umfassen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Fluoreszenzmarkierung FITC, 
TRITC, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 und Phycoerythrin umfafct. 

1 5. Antikorper-Bindeprotein, wobei das Antikorper-Bindeprotein eine Kom- 
bination aus dem Signalpeptid einer Maus-lg-Kappa-Kette oder eines 
Maus-MHC-Klasse I k(k)-Molekuls, einer Antikorper-Bindestelle der Protei- 
ne A, G, L oder LG und der Transmembran-Domane von PDGFR oder 
CD52 umfafct. 

16. Antikorper-Bindeprotein nach Anspruch 15, wobei das Antikorper-Binde- 
protein die Aminosauresequenz von Fig. 1, Fig. 2 bzw. Fig. 3 oder eine 
hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosau- 
resequenz umfafct. 



17. 



DNA, kodierend fur das Antikorper-Bindeprotein nach Anspruch 16, urn- 
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fassend: 

(a) die DNA eines Antikdrper-Bindeproteins der Figuren 1, 2 bzw. 3, 
eine sich hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschei- 
dende DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten Code verwandte 
DNA. 

18. Expressionsvektor, kodierend fur die DNA nach Anspruch 17. 

19. Zellen, enthaltend den Expressionsvektor nach Anspruch 18. 

20. Antikorper, gerichtet gegen das Antikorper-Bindeprotein nach Anspruch 
1 5 oder 16. 
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Zusammenfassung 



Selektion von monoklonalen Antikorpern 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektion von monoklonalen 
Antikorpern, umfassend die Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzellen zu 
Antikorper-produzierenden Hybridomzellen, wobei die Antikorper auf der Zel- 
loberflacheder Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bindeproteinsprasentiert 
werden, und die Bindung der Antikorper an Antigene. Ferner betrifft die Erfin- 
dung hierfur verwendbare Mittel. 




Fig. 1 (A) 



BssHII Hindi Spel 
1 GCGCGCGTT GACA^^ TTATTGACT 

76 TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCC^ 

151 CAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTC 

Ndel CMV 

226 AAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTAC^ 

SnaBI 

301 ggcccgcctggcattatgcccagtacatgacct 
376 tcgctattaccatggtgatc<:ggttttc^^ 

Sad 

526 ACAAJZTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 

Agel 

- T7-Promotor Hindlll Kpnl 

Al TAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGA^^ 

" ► 

Sfil Apal 
NotI EcoO109l 

676 GGTGCGATGGCACCCTGCATGCTGCTCCTC^ 

lUVtet Al aP roCysMe t Leu Leu Leu Leu Leu A I aAl aAl aLeuAl aProThr Gl nThr ArgAI aGI yAl a 
751 CIAAAAi3GAGAAGACCCCCGAGGAGCCCAA-GGA 

24> Gl nLysGI uLysThr ProGI uGl uProLysGI uGl uVal Thr I I eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLys 
82 6 ACCCAGACCGCCGAGTTCAAGGGCACCTTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTACGCCGACGCCCm^ 

49^ThrGI nThr Al aGI uPheLysGI yThrPheGI uGl uAI aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLys 
901 AAGGACAACGGCGAGTACACCGTGGACGTGGCCGACAAGGGCTACACCCTGAACATCAAGTTC 

74> LysAspAsnGI yGI uTy rThr Val AspVal Al aAspLysGI yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yLysGI u 
976 AAGACCCCCGAGGAGCCCAAGGAGGAGGTGACCATCAAG 
99>LysThr ProGI uGl uProLysGI uGl uValThr I I eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLysThr Gl nThr 
1051 GCCGAGTTCAAGGGCACCTTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCT 

124^AI aGI uPheLysGI yThr PheGI uGl uAI aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLy sLysAspAsn 
1126 GGCGAGTACACCGTGGACGTGGCCGACAAGGGCTACACC^ 

^49^GI yGI uTyrThr Val AspVal A I aAspLysGI yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yLysGI uLysThr Pro 
1 GAGGAGCCCAAGGAGGAGGTGACCATCAAGGCCAACCTGATCTACGCCGACGGCAAGACCCAG^ 
■4^GI uGl uProLysGI uGl uValThr I I eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLysThrGI nThr A! aGI uPhe 
^ fl 6 AAGGGCACCTTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTACGCCGACC^ 

199^ LysGI yThr PheGI uGl uAI aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLy sLysAspAsnGI yGI uTyr 
1351 ACCGTGGACGTGGCCGACAAGGGCTACacCCmA\CATCAaGTTCGCCGGCAAjG3AG^ AGACCCCCGAGGAGCOC 
224>Thr ValAspValAI aAspLysGI yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yLysGI uLysThr ProGI uGl uPro 
1426 A«GGAGGAGGTGACCATCAAGGCCAACCTGATCTACGCCGACGGCAAGACCCAGACCGCCGAG 

249^ LysGI uGl uVa I Thr I I eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLysThr Gl nThr Al aGI uPheLysGI yThr 
1501 TTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTACGCCGACGCCCTC 
274> PheGI uGl uAI aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLy sLysAspAsnGI yGI uTy rThr Va I Asp 

SgrAI NotI 

1576 GTGGCCGACAAGGGCTACACCCTGA a -CATCAAGTTCGCOGGCGCGGCCGCAGA AC? AAA ACTCATCTCAGAAGAG 
299> Val Al aAspLysGI yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yAl aAl aAl aGI uGl nLysLeu I I eSer Gl uGl u 

Sail 
Hindi 
. Accl 

1651 GATCTGAATGGGGCCGTCG AC GGACAAAACGACACCAGCC AAACC^GC AGCCCCTCAGCATCC AGCAACAT £■ AGC 
324^AspLeuAsnGI yAlaValAspGI yGI nAsnAspThr Ser Gl nThrSer Ser ProSer Al aSerSerAsnl I eSer 



Fig. 1 (B) 



^Mscl Afllll Xbal 

1726 GGAGGCATTTTCCTITTCT^^X3GCCAATGCC^TAATC 
349^GlyGlyl I ePheLeuPhePheVal Al aAsnAI al lei I eHi sLeuPheCysPheSer • • • 



Sad Bell 

1801 GCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTC 

— ^ 

^ 

poly A 

1876 GTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGaAAGGTGCCACTC 
1951 GAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTC 

2026 GATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCT^ 



Afllll 

2101 GGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAA 

2176 GAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTITrCCATAGGCTCCGCCCCCCTCACG 

2251 CTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC 




:CTGTTCCaACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCGTTCGGGAJlGCG 



ApaLI 

TAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG 



Col E1 

2476 TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATO 



AlwNI 

2551 GGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATG^ 



2626 TAACTACGGCTACACTA*GAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGGTC 



2701 TGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTITTTG 



2776 CAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC 
BspHI 

2851 TTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG^ 

EcoO109l 
Bsu36l AlwNI 
fe^> 6 ATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCC 



1 1 GCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGGCG 



TK poly A 

3076 TGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAA 



3151 ATTCTGTCITTTTATTGCCGTCATAGCGCC<X3TTC 



Avrll 

3226 CCTAGOGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGA 

3301 TCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATC 
BstBI 

3376 GGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTC^GAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTC 

263<»»»PhePheGI uAspLeuLeu ArgTy rPheAl al I eArgGI nSerAspP 
Sapl 

3451 GGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTA 
246 < r oAl aAl a I I eGl yTyrLeuVal LeuPheArgAspAl aTrpGI uGl yGI yLeuGI uGl uAI a I I eAsp ArgThr A 
Rsrll 

3526 GCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATC 
22H I aLeuAl a I I eAspGI nTyrArgAspAl aVal Gl yLeuArgGI yCysAspl I ePheGI ySerPheArgGI yAsnG 



Fig. 1 (B) Fortsetzung I 



3601 TCC^CCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTC 
196< I uValMet I I eAsnProLeuCysAI aAspGI yHi sThr Val Val LeuAspGI uGl yAspProMe t Ser Al aLysL 

Bell 

3676 AGCCTGGCGAACaI^CGGCTGGCGCGA^ 

17H euArgAI aPheLeuGI uAI aProAl aLeuGI yGI nHi sGI uGl nAspAspGI nAspVal LeuGI yAl aGI uMet A 
3751 CGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGG^ 

146< rgThrArgAI aArgGI ul I eArgHi sLysAI aGI nHi sAspPheP roCysThr Al aP roAspLeuThr Hi sLeuA 
3826 CGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTC 

12H rgArgMetAI aAspAl aMet I I eSer Val LysGI uAI aProAl aLeuHi sSer Ser LeuLeuAspGI nGI yProV 

Tth111l PvullFspl 

3901 ACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCA^ 

96< al Gl uGl yLeuLeuLeuT rpAspArgGI yAl aGI uThr Val Val AspLeuVal Al aAl aCysProVal Gl yThrT 
Neo-R. 
Mscl 

3976 gtggccagccacgatagccgcgctgcctcgtc^^ 

Hi hr Al aLeuTrpSer LeuArgAI aAl aGI uAspGI nLeuGI uAsnLeuAl aGI ySer LeuAspThr LysVal PheL 
Narl 

4051 AGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATC^ 

46 < euVal ProArgGI yGI nAI aSer Leu ArgPheVa I A I aAl aAspSer CysGI y I I eThr Gl nGI nAI aTrpAspT 

BsaBI 

2Hy rGI yPheLeuArgGI uVal TrpAl aAl aProSer Gl yAl aHi sLeuGI yAspGI nGI ul I eMet 
Clal Avrll 

1 1 CCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTC 



576 CTCAGAGGCCGAGGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAA^ 



SV40 ori & Promotor Nsil 

4351 GGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGG^ 

SexAl Nsil 

4426 GCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGaAGCCTGGGGACTTTCaACACCTC 

Pvull 

4501 TTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTC^ 
Bsu36l 

4576 TCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC 

287<»««Trp 

Eam1105l 

k 5 1 ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC 
5< Hi sLysl I eLeuSer Al aGI y I I eGl uAI a I I eGl nArgAsnArgGI uAspMetThr Al aGI nSerGI yThrThr 
6 GTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCC^ 
'260<Tyrl leValVal I I eArgSer ProLysGI yAspProGI yLeuAl aAl al lei I eGl yArgSerGI yA rgGluGly 
4801 GGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCC^GCCGGAAGGGC ' 
235< A I aGI ySer LysAspAl a I I ePheTrpGI yAl aProLeuAl a Ser A rgLeuLeuP roGI yAl aVal LysAspAl a 

Fspl Psp1406l 

4876 CTCGATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAG^ 

210< Gl uMetTrpAspl I eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuThr LeuLeuGI uGl yThr LeuLeuLys ArgLeuThr Thr 
4951 TGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACG^ 

185<AI aMet Al aVal ProMetThrThrAspArgGI uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uProGI uTrpArgAsp 

Pvul 

5026 AAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTC 

160 < LeuArgThr Val Hi sAspGI yMe tAsnHi s LeuPheAl aThr LeuGI uLysProGI yGI y I I eThr Thr LeuLeu 
5101 TAAGTTGGCCGCAGTGTTATC ACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTX^TC 
135« LeuAsnAI aAl aThrAsnAspSerMetThr I I eAI aAl aSer CysLeuGI u ArgVa I Thr Me t Gl yAspThr Leu 
bla Seal 
5176 ATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTC 
110< Hi sLysGI uThr Val ProSerTyrGI uVal LeuAspAsnGI nSer TyrHi s I I eArgArgGI yLeuGI nGI uGl n 

Psp1406l 
Xmnl 

5251 CCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCGACATAGCAGAACTTT^ 

85 <GI yAl aAspl I eArgSer LeuValAI aGI yCysLeuLeuVa I LysPheThr Ser Met Met ProPheArgGI uGl u 



Fig. 1 (B) Fortsetzung II 



agg^^tac 



ApaLI 

5326 GGGGCGAAAACTCTCAAGd^fTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTA^ 

6Q< P roArgPheSer Gl uLeu I I eLysGI ySerAsnLeuAspLeuGI u I I eTy rGI yVal A rgAI aGI yLeuGI nAsp 
5401 TTC^GCATCTTTTACOTTCACCAGCG^ 

35< Gl uAI aAspLy sVa I Ly sVa I LeuThr Gl uP roHi s Al aPheVa I P roLeuCysPheAl aAl aPhePheP ro I I e 

Sspl 

5476 AAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT 
10< LeuAl aVa I A rgPheHi sGI nl I eSerMet 
• BspHI 

5551 TCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGA 

Stem loop A 

5626 AGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA^GCGCGGCGGGTCTGGTCGTTACGCGCAGCGTGACCGCTAC 



5701 ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCT^^ 



f1 IR Stem loop B 

5776 TCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGT^ 



Start Tran: 

Dralll Stem loop C Primer-RNA VS-Synthese 

TAGGGTGATGG~CACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGG 



Nicking site Stem loop D Stem loop E 

5926 CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACT 



Apol Apol Sspl 

6001 GATTTTGCCGAJITTCGGCCTATTGGT^ 

6076 ATTAACG CTTACAATTTAC 



Fig. 1 (B) Fortsetzung III 




Fig. 2 (A) 



BssHII Spel 

1 GCGCGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA^ 

7 6 TGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTA^ 
151 (^TAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATO 

Ndel CMV 

226 AAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATG^ 

SnaBI 

301 GGCCCGCCTGGCATTATGCCC^-GTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTO 
376 TCGCTATTACCA.TGGTX^.TGCGGTTTTGGCAGTACA 
451 CAA.GTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGA.GTTTGT^ 
526 ACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTA 

T7 promotor HindlllKpnl 

601 TAA.CTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA^.TTAATACGACTCACTATAGGGAG 



BamHISpel BstXI EcoRI EcoRV 

flS GAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTGGG^ 

l^MetGI uThrAspTh 



Ndel 

751 ACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTC 

5> r LeuLeuLeuTrpVal LeuLeuLeuT rpVal ProGI ySerThr Gl yAspTy rP roTyrAspVa I ProAspTyrAI 



Apal 

EcoO109l Aval 

826 TGGGGCCCAAAAGCCCGAGGTGATCGATGCCAGCGAGCT^ 
30^ aGI yAl aGI nLysProGI uVal I I eAspAl aSer Gl uLeuThr ProAl aVal Thr ThrTyrLysLeuVal I I eAs 

Xcml Sacll 

901 CGGCAAGACCCTGAAGGGCGAGACCACCACCGAGGCCGTGGACG^ 
55> nGI yLysThr LeuLysGI yGI uThrThr Thr Gl uAI aVal AspAl aAl aThr Al aGI uLysVal PheLysGI nTy 

Aval 
2x Prote?- 

6 CGCTAATGACAACGGGGTCGACGGCGAGTGGACTTACGACGACGCCACCAAGACCTTC 

:0^ r Al aAsnAspAsnGI yVal AspGI yGI uT rpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Val Thr G! uLysPr 
1 CGAGGTGATCGATGCCAGCGAGCTGACCCCCGCCGTG^ 
105^oGluVal I leAspAlaSerGluLeuThrProAlaValThrThrTyrLysLeuVal I I eAsnGI y LysThr LeuLy 



Xcml Sacll 

112 6 gggcgagaccacc^ccgaggccgtggacgccc<:caccgcggagaag^ 

130» sGI yGI uThrThr Thr Gl uAI aValAspAl aAl aThr Al aGI uLysVal PheLysGI nTyrAI aAsnAspAsnGI 

Notl 

1201 ggtcgacggcgagtcgacttacgacgacgccaccaagaccttcac 
155> yVal AspGI yGI uT rpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Val Thr Gl uAI aAl aAl aGI uGl nLy sLe 



— myc - - - 

12 7 6 catctcagaagaggatctgaatggggccgtcgacggacaa 
180> ul I eSer Gl uGl uAspLeuAsnGI yAl a Val AspGI yGI nAsnAspThr Ser Gl nThr Ser Ser ProSer Al aSe 



CD52 Mscl 

1351 cagc\acataagcggaggcattttccttttcttcgtggcc^ 
205>rSerAsnl leSerGI yGI y I I ePheLeuPhePheVa I Al aAsnAI a I lei I eHi sLeuPheCysPheSer • • • 



Fig. 2 (B) 



A f II 1 IX ba I 

1426 TGACACGTCTAGAGSBATTCTATAGTGTCAC^ 



lAGaBATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTOigTa^'I 

• # 



poly A 

1501 TIK^CAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCC^ 



1576 CTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTCAGTAGGTGTCATTCTATTC 



Bbsl 

1651 CAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCT^ 



Afllll 

1726 AAGAACCAGTGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG^ 

1801 AGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT<^CGTTTTTCCATAGC-CTCCGCCCCCCTG 



1876 ACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA^C^^ 



1951 GCTCCCTCGTGCGCTCTOC^GTTGCGACCCTGCCGCT^ 



ApaLI 

126 TGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATC^ 



f Col E1 

.01 ACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTCCGCCTrATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTC 



AlwNI 

2176 ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGG 



2251 TGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGT^^ 



2326 TOSGAAAAAGAGTTGGTAGCTeTTGATeC^ 



2401 AGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATC 



BspHI 

2476 ACGAAAACTGACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATT^ 

EcoO109l 
Bsu36l AlwNI 

" " " 1 AATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTC 



6 CTGCGAGCCCTGGGCCTTCLACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAA^ 



TK poly A 

2701 AATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTTATGAACA^ 



2776 CACCGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGCGGGTTC 



Avrll 

2851 CAGTTAGCCTCCCCC TAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGT 



2926 CCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCG 
BstBI 

3001 GCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGA^ 

263<»»«PhePheGI uAspLeuLeuArgTy rPheAl al I e 
Sapl 

3076 GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCGAITCGC 
25HA rgGI nSerAspProAl aAl al I eGl yTyrLeuVal LeuPheArgAspAl aTrpGI uGl yGI yLeuGI uGl uAI a 

Rsrll 

3151 AATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCAGACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGA 
226< I I eAspArgThr Al aLeuAl al I eAspGI nTyrArgAspAl aVal Gl yLeuArgGI yCysAspl I ePheGI ySer 

3226 AAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATC 
20H PheArgGI yAsnGI uValMet I I eAsnProLeuCysAI aAspGI yHi sThr Val Val LeuAspGI uGl yAspPro 



Fin. ? Cm Fnrt.QPt.7nnn T 



3301 CATGCTCGCCTTGAGCCTC^^pCAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGC 

176<MetSer Al aLy sLeuArgAI^PeLeuGI uAI aProAl aLeuGI yGI nHi sd^PPnAspAspGI nAspVal Leu 
3376 ACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCG 

15HGI yAl aGI uMetArgThr ArgAI aArgGI ul I eArgHi sLysAI aGI nHi sAspPheProCysThr Al aProAsp 
3451 AAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGG^ 

126< LeuThr Hi sLeuArgArgMet Al aAspAl aMet I I eSer Val LysGI uAI aProAl aLeuHi sSer Ser LeuLeu 

Fspl 

Tth 1 1 1 1 Pvull 

3526 ATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCT 
lOHAspGI nGI yProVal Gl uGl y LeuLeuLeuT rpAsp ArgGI yAl aGI uThr Va I Va I AspLeuVa I Al aAl aCys 
Neo-R. 
Mscl 

3601 AGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCIACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTC^ 

16* ProVal Gl yThrThr Al aLeuTrpSer LeuArgAI aAl aGI uAspGI nLeuGI uAsnLeuAl aGI ySer LeuAsp 
Narl 

3676 GGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAAC 

5H Thr LysVal PheLeuVa I P ro ArgGI yGI nAI aSer LeuArgPheVa I A I aAl aAspSer CysGI y I I eThr Gl n 
3751 TTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCi^G 

26< Gl nAI aTrpAspTyrGI yPheLeu ArgGI uVal TrpAl aAl aProSer Gl yAl aHi sLeuGI yAspGI nGI u I I e 

Stul 

BsaBI Avrll BseRI 

3826 CATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAA 

k HMet : 

BseRI 

ll ACTTCTGaAATAGCTCAC-AGGCCGAGGAGGCGGCCTCGGCCTC 



SV40 ori & Promotor 

3976 GCGGAGAATGGGCGGAACTC<X:-CC<LA^ 

Nsil SexAl 

4051 AATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTC 

Nsil 

4126 TGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACT^^ 

Pvull Bsu36l 

4201 ACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCA^ 



4Z I 

^^42i 



4276 CTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA 

287'<«««T rpHi sLysl I eLeuSer Al aGI y I I eGl uAI a I I eGl nArgAsn ArgGI uAspMe t Thr Al aGI 
Eam1 1051 

1 GACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACC^ 

4< nSer Gl yThr Thr Ty r I I eVal Val I I eArgSer ProLysGI yAspProGI yLeuAl aAl a I I e II eGl yA rgSe 
■426 ACCCACGCTCACCGGCTCCAGAT/ITATCAGCAATAAACC 
239 < r Gl yA rgGI uGl yAl aGI ySer LysAspAl a I I ePheTrpGI yAl aProLeuAl aSer A rgLeuLeuP roGI yAl 
4501 CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTG 
214< aVal LysAspAl aGI uMetTrpAspl I eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuThr LeuLeuGI uGl yThr LeuLeuLy 
Fspl Psp1406l 

4576 TGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTCTCACGCTCGTC 
189< sArgLeuThrThr Al aMetAI aVa I P roMe t Thr Thr AspArgGI uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uPr 

Pvul 

4651 GTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATX5TIGTGCA 

164 < oGI uTrpArgAspLeuArgThr Val Hi sAspGI yMe t AsnHi sLeuPheAl aThr LeuGLuLy sP rod yGI y I I 
4726 TCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTCTTATCACTCATGGTTATGGC^ 

139 < eThr Thr LeuLeuLeuAsnAI aAl aThrAsnAspSer Met Thr I I eAI aAl aSerCysLeuGI uArgVal Thr Me 
bla Seal 
4801 TGCCATCCGTAAGATXXTTTTTCTCTGACTGGTG 

114 < t Gl yAspThr LeuHi s LysGI uThr Va I P roSer Ty rGI uVal LeuAspAsnGI nSerTyrHi si I eArg ArgGI 

4876 cgagtkx:tcttgcccc<x:gtx^t^^ 

89<yLeuGI nGI uGl nGI yAl aAspl I eArgSer LeuVal Al aGI yCysLeuLeuVa I LysPheThr Ser Met Met Pr 

Psp1406l ApaLI 
4951 GAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACC^ 

64 < oPhe ArgGI uGl uProArgPheSer Gl uLeu I I eLysGI ySer AsnLeuAspLeuGI u I I eTy rGI yVa I A rgAI 



Fig. 2 (B) Fortsetzung II 



5026 CACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACT 

39< aGI yLeuGI nAspGI uAI aAspLysVal LysVal LeuThr Gl uProHi sAI aPheVal ProLeuCysPheAl aAl 
A A Sspl 

5101 CAAAAAAGGGAAT^^KICGACACGGAAATGTT^ 

14<aPhePheProl I eLeuAl aVal A rgPheHi sGI n I leSerMet 
BspHI 

5176 ATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAA 

5251 CATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTC 



Stem loop A 

5326 GCGTt^ACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC 



f1 IR Stem loop B 

5401 CCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC^ 



Dralll Stem loop C Primer-RNA 

5476 CCAAAAAACTTGATTAJjGGTGATGGTTCACGTAGTC 



Start Transcription 
VS-Synthese Nicking site Stem loop D Stem loop E 

?51 TGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT^ 



5626 TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCT^^ 



Sspl 

TAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAC 



Fig. 2 (B) Fortsetzung III 




Fig. 3 (A) 



BssHII Spel 
1 GCGCGCGTTGAC2^^TTATTGACTAGTTATTAAT^^ 

76 TGGAGTTCCGCGITACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGG 

151 CAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTC 

Ndel CMV 

226 AAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATC^.TATG^ 

SnaBI 

301 GGCCCGCCTGGGA.TTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTC 
376 TCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATC^^ 
451 CAA.GTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTT^ 

Sad 

526 ACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC 

Agel 

T7 promotor Hindlll Kpnl 

|1 TAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATA 



Sfil Apal 
Notl EcoO109l 

676 GGTGCGATGGCACCCTGCATGCTC<:TCCTGC 

l^Met Al aProCysMet LeuLeuLeuLeuLeuAl aAl aAl aLeuAl aProThr Gl nThr A rgAI aGI yAl a 
Aval 

751 CAAAAGCCCGAG3TGATCGATGCCAGCGAGCTGACCCCCGCCGTGACCACCTACAAGCT 
24> Gl nLysProGI uVal I I eAspAl aSer Gl uLeuThr ProAl aVal Thr Thr TyrLysLeuVal I I eAsnGI yLys 

Sacll 

826 ACCCTGAAGGGCGAGACCACCACCGAGGCCGTGGACG^ 
49* Thr LeuLysGI yGI uThr Thr Thr Gl uAI aValAspAl aAl aThr Al aGI uLysVal PheLysGI nTyrAI aAsn 

Aval 
2x Protein G 

901 GACAACGGGGTCGACGGCGAGTCa^CTTACGACGACGCCACCAAGACCTTCACC 

74^AspAsnGlyValAspGI yGI uT rpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Va I Thr Gl uLysProGI uVal 
976 ATCGATGCCAGCGAGCTGACCCCCGCCGTGACCACCTACAAGCTAGTGATCAA.CGC^ 

► I I eAspAl aSer Gl uLeuThr ProAl aVa I Thr Thr Ty rLy sLeuVa I I I eAsnGI yLysThr LeuLysGI yGI u 



Sacll 

1051 ACCACCACCGAGGCCGTGa* CGCCGCCACCGCGGAGAAGGTGT^ 
124^ Thr Thr Thr Gl uAI aValAspAl aAl aThr Al aGI uLysVal PheLysGI nTyrAI aAsnAspAsnGI yValAsp 

Notl 

1126 GGCGAGTGGACTTACGACGACGCCACCAAGACCTTaaCCGTGACCGAGGCGGCCGCAGAA 
149 ► Gl yGI uT rpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Val Thr Gl uAI aAl aAl aGI uGl nLysLeu I I eSer 



myc Bsml 
12 0 1 GAAGAGGATCTGAATGGGGCCGTCGACGAACAAAAAC^^ 
174^ Gl uGl uAspLeuAsnGI yAl aValAspGI uGl nLysLeul I eSer Gl uGl uAspLeuAsnAI aVal Gl yGI nAsp 

12 7 6 ACGCAGGAGGTCATCGTGGTGCCacaCTCCTTGCCCTTTA^^ 
199>ThrGI nGI uVal I I eVal Val ProHi sSer LeuProPheLysVai Val Val I I eSerAI al I eLeuAl aLeuVal 

TM domain Pvul 

1351 GTGCTCACCATCATCTCCCTTATCATCCTCATCATGCT^ 
224> Val LeuThr I lei leSerLeul lei leLeul I eMe t LeuT rpGI nLy sLy sP roArgSer Ser Al aAspArgGI u 



Fig. 3 (B) 



Xbal Sad 
142 6 tccatctagagctattctaI^^ctc^cctaaatgctagagctcgctgat^ 

249»Ser I le» • • — ^ 

poly A 

1501 CCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTC^ 

1576 ATAAAATGAGGAAATTGCATCGC^TTGTCTGAGTAGGTGTC^TTCTATTC 
Bbsl 

1651 CAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTG 



Afllll 

1726 AACCAGTGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATC 
1801 AAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA 



1876 AAAATCa^CGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCG^ 



1951 CCCTCGTGCGCTCTCCTGTTC^ 



ApaLI 

TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCA 



Col E1 

r 01 AACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTA^^ 
AlwNI 

2176 TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG 

2251 AGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTT 
2326 GAAAA^GAGTTGGTAGCTCTTGATGCGGCAAA.CAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGT^ 
2401 AGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTC 
BspHI 

2476 AAAACTCACGTTAAGGGATTTTCGTCATGAGATTATCAAAAAGGATC 

EcoO109l 
Bsu36l AlwNI 

2551 GAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAACCTGAGGCTATGGCAGGGCCTGC 



|6 CGAGCCCTGGGCCTTCACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGA^ 

TK poly A 

2701 GGGGTCTCGGTGGGGTATCGAC^GAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCG 
2776 CGTGCGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCC^ 
Avrll 

2851 TTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAG^ 



2926 GGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATC 

BstBI - 

3001 TCGCTITOTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGA^ 

263<»»»PhePheGI uAspLeuLeuArgTy rPheAl a I leArg 
Sapl 

3076 CTGGGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTC 
250 < Gl nSerAspProAl aAl a I I eGl yTy rLeuVa I LeuPheArgAspAl aTrpGI uGl yGI yLeuGI uGl uAI a I I e 

Rsrll 

3151 ATCACGOSTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATC 
225<AspArgT hrAI aLeuAl al I eAspGI nTyrArgAspAl aVal Gl yLeuArgGI yCysAspl I ePheGI ySer Phe 

3226 GCGGCCATTTTCCACCA.TGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTC^ 
200<ArgGI yAsnGI uValMet I I eAsnProLeuCysAI aAspGI yHi sThr Val Val LeuAspGI uGl yAspProMet 



Fig. 3 (B) Fortsetzung I 



3301 GCTCGCCITCAGCCTGGCGAACAGTTC 

175< Ser Al aLysLeuAraAl aPheLeuGI uAI aProAl aLeuGI yGI nH^GI uGl nAspAspGI nAspVal LeuGI y 
3376 GGCTTCCATCCGA^^GTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCT^ 

150<AI aGI uMetArgTwWgAI aArgGI ul I eArgHi sLysAI aGI nHWwspPheP roCysThr Al aProAspLeu 
3451 CGTATGCAGCCGCCGC^TTGCATCAGCCATGATGGATACTT^ 

125< Thr Hi sLeuArgArgMet Al aAspAl aMet I I eSer Val LysGI uAI aProAl aLeuHi sSer Ser LeuLeuAsp 

Tth111l PvullFspl 

3526 CTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCC^ 
100< Gl nGI y Pro Val Gl uGl yLeuLeuLeuT rpAspArgGI yAl aGI uThr Val ValAspLeuValAI aAl aCysPro 
Neo-R. 
Mscl 

3601 AACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGG 

75^ Val Gl yThrThr Al aLeuTrpSer LeuArgAI aAl aGI uAspGI nLeuGI uAsnLeuAl aGI ySer LeuAspThr 
Narl 

3676 CTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAG^^ 

50 < LysVal PheLeuVal ProArgGI yGI nAI aSer Leu ArgPheVa I A I aAl aAspSer CysGI y I I eThr Gl nGI n 

3751 TGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATC 

25«AI aTrpAspTyrGI yPheLeu ArgGI uVal TrpAl aAl aProSer Gl yAl aHi sLeuGI yAspGI nGI ul I eMet 

Stul 

BsaBI Avrll BseRI 

3826 GCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCGATCTTTGCAAAAG^ 



» 



i tctggaatac<:tcagac<x:cgaggaggcggcctcgg^^ 



435: 

i 



SV40 ori & Promotor 

3976 GAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATCGGCGGAGT^ 

Nsil SexAl 
4051 TGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGC 

Nsil Pvull 

4126 GATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTCCTGGGGAGCCTGGGGACTTTC 

Bsu36l 

4201 GCTGGTTCTTTCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAATAAATC 

Eam11( 

4276 ACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAG^ 

287<««-TrpHi sLysl I eLeuSer Al aGI y I I eGl uAI al I eGl nArgAsnArgGI uAspMetThr Al aGI nSe 
4351 TCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATC 

3i r Gl yThrThrTyrl I eVal Val II eArgSer ProLysGI yAspProGI yLeuAl aAl al I el I eGl yA rgSer Gl 
6 CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAG^ 

8<yA rgGI uGl yAl aGI ySer LysAspAl al I ePheTrpGI yAl aProLeuAl a Ser A rgLeuLeuP roGI yAl aVa 

Fspl 

4501 CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTC 
213< I LysAspAl aGI uMetTrpAspl I eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuThr LeuLeuGI uGl yThr LeuLeuLysAr 
Psp1406l 

4576 GCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTC 
188<gLeuThrThr Al aMetAI aVal ProMetThrThrAspArgGI uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uProGI 

Pvul 

4651 CCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAA 

163< uTrpArgAspLeuArgThr Val Hi sAspGI yMetAsnHi sLeuPheAl aThr LeuGI uLysProGI yGI y I I eTh 
4726 TTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCA 
138< r Thr LeuLeuLeuAsnAI aAl aThrAsnAspSerMetThr I I eAI aAl aSer CysLeuGI uArgVal Thr MetGI 
b i a Seal 
4801 CATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTC 

113«yAspThr LeuHi sLysGI uThr Val ProSerTyrGI uVal LeuAspAsnGI nSerTyrHi s I I eArgArgGI yLe 
4876 GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAA 

88<uGlnGluGI nGI yAlaAspl I e ArgSer LeuVa I A I aGI yCysLeuLeuVa I LysPheThr SerMetMet ProPh 
Psp1406l ApaLI 
4951 AACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTC AAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGC AC 
63 < e ArgGI uGl uP roArgPheSer Gl uLeu I I eLy sGI ySer AsnLeuAspLeuGI u I I eTy rGI yVa I A rg Al aGI 



Fig. 3 (B) Fortsetzung II 



5026 CCAACTGATCTTCAGCATC^^fc^ACTTTCACCAG^ 

38<yLeuGI nAspGI uAI aAsp^R/al LysVal LeuThr Gl uProHi sAI aPhelW'roLeuCysPheAl aAl aPh 

Sspl 

5101 AAAAGGGAATAAGGGCGACAOjGAAATGTTGAATACT 
13<ePheProl I eLeuAl aVal A rgPheHi sGI n I leSerMet 
BspHI 

5176 AGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG^ 

5251 TTCCCCGAAAAGTGCCACCTCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATT^ 



Stem loop A 

5326 TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTC 



f1 IR Stem loop B 

5401 GCTTTCOCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTC^ 



Dralll Stem loop C Primer-RNA 

5476 AAAAACTTGATTAGGIGTGATGGTICACGTAGTGGGCCA 



1 



Start Transcription 
VS-Synthese Nicking site Stem loop D Stem loop E 

1 AGTOC&CGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGT 



Apol Apol 

5626 ATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTGGGCCTATTGGTTAAAAAATC^ 
Sspl 

5701 TTAACAAAATATTAACG CTTACAATTTAC 



Fig. 3 (B) Fortsetzung III 



